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UTVR\IVANJE TITRA SPECIFI^NIH ANTITELA NA
SALMONELLA ENTERITIDIS ELISA TEHNIKOM U
NEKOLIKO ODABRANIH JATA KOKO[I NOSILJA*
DETERMINATION OF SPECIFIC ANTIBODIES TITRE TO
SALMONELLA ENTERITIDIS BY ELISA TECHNIQUE IN SEVERAL
SELECTED FLOCKS OF LAYING HENS
Maja Velhner, D. Orli}, Dubravka Potkonjak, M. Kapetanov, S. Lazi}**
U ovom radu je dat prikaz utvr|enih vrednosti titara antitela na Sal-
monella enteritidis (SE) ELISA tehnikom kod dva jata konzumnih koko{i
nosilja kod kojih tokom rutinskih bakteriolo{kih analiza nisu izolovane
salmonele i u jednom jatu u kome su salmonele izolovane u okol-
nostima poreme}aja op{teg zdravstvenog stanja. U jatima, u kojima
salmonele nisu izolovane ustanovljeni su visoki titri specifi~nih antitela
na SE (45% i 15%), dok je jato sa slu~ajnim nalazom SE bilo slabo
pozitivno (5%). Ovi rezultati ukazuju na neophodnost uvo|enja se-
rolo{kog monitoringa na SE kako bi na vreme mogla da se otkrije infek-
cija izazvana salmonelama i proceni njena rasprostranjenost u jatu i da
bi blagovremeno mogle da se sprovedu adekvatne mere koje bi do-
prinele smanjenju mogu}nosti izlu~ivanja SE preko jaja.
Klju~nere~i:koko{inosilje,ELISA,titarspecifi~nihantitela,Salmonella
enteritidis
Infekcije izazvane salmonelama predstavljaju veliki problem u veteri-
narskoj i humanoj medicini. Od 1990. godine naj~e{}e izolovan uzro~nik trovanja
ljudi je bila Salmonella enteritidis. Infekcija ljudi mo`e da nastane kada jedu `ivin-
sko meso, proizvode od mesa, jaja i proizvode od jaja inficirane `ivine ili zbog
toga {to piju kontaminisanu vodu Š7¹. @ivina mo`e da se inficira salmonelama u
bilokomperioduodgojaiproizvodnje(uinkubatorima,kadajedukrmnesme{e,u
objektima, tokom transportovanja do klanice). Iskustva iz proizvodnje i eksperi-
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Uvod / Introduction
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Nau~ni institut za veterinarstvo „Novi Sad”, Novi Sadmentalni rad su ukazali da su mikroorganizmi iz roda Sallmonela, aplikovani ~ak i
u vrlo malim dozama fatalni za jednodnevne pili}e. Odrasla `ivina je mnogo otpor-
nijanaovajuzro~nik,zbog~egainfekcijapoprimainaparentnitok.Eksperimental-
nim ispitivanjima je ustanovljeno da u zavisnosti od veli~ine infektivne doze zavisi
du`ina horizonalnog {irenja uzro~nika preko fecesa Š5¹. Infekcija jednodnevnih
pili}a mo`e da prouzrokuje produ`eno izlu~ivanje salmonele sve do perioda
eksploatacije i kasnije Š3¹.
Pravilnikom o merama za suzbijanje i iskorenjivanje salmoneloze per-
nate`ivine za sadaje predvi|enoda se u toku tova brojlera,poredkontrolena sal-
monele jednodnevnih pili}a iz transporta i pelena bakteriolo{ki kontroli{u i ugi-
nu}a tokom prva tri dana posle prispe}a na farmu, a kao uzorak uzima se dnevno
uginu}e. U odgoju i eksploataciji obaveza proizvo|a~a je da dostavlja kloakalne
briseve, uginulu `ivinu a kasnije i jaja na bakteriolo{ko ispitivanje za kontrolu.
Verovatno}a da se Salmonella doka`e u ovako srazmerno malom uzorku nije ve-
lika. Preporu~uje se serolo{ki monitoring jata tokom odgoja i eksploatacije, kako
bi se blagovremeno uvela terapija antibioticima i smanjilo izlu~ivanje salmonela u
jatu. Iskustva kod primene ove metode ukazala su: koko{i koje su serolo{ki
pozitivnenemorajubezuslovnodaizlu~ujusalmoneleprekojaja,koko{kekojesu
u bliskoj kohabitaciji sa serolo{ki pozitivnim koko{kama mogu da izlu~uju salmo-
nele pre nego {to se pojave antitela za ovaj uzor~nik, serolo{ki pozitivne jedinke
ne moraju da pokazuju znake oboljenja, a ipak mogu da budu zna~ajan izvor sal-
monela na farmi Š4, 6¹.
U na{oj zemlji mnogo je ~e{}i nalaz salmonela u jatu koji se doga|ao
sa op{tim poreme}ajem zdravstvenog stanja, kao slu~ajan nalaz.
U ovom radu prikazani su rezultati pozitivnog serolo{kog nalaza u
jatima `ivine kod koje salmonele nisu izolovane pri rutinskim baketriolo{kim anali-
zama, a ELISA testom su utvr|eni u ve}em procentu titri antitela na SE. Pored
toga, serolo{ki je ispitano jato u kome je nalaz salmonela koincidirao sa po-
reme}ajem zdravstvenog stanja, ali je u ovom jatu ustanovljen mali procenat
pozitivnih seruma na SE. ELISA test se prema tome pokazao vrlo korisnim za kon-
trolu SE na farmama konzumnih nosilja.
Opis odabranih jata koja su analizirana serolo{ki
Za ispitivanja su odabrana tri jata nosilja za proizvodnju konzumnih
jaja. Kod jednog jata od 20 000 koko{aka u uzrastu od 54 nedelje nastao je po-
reme}aj zdravstvenog stanja koje je prouzrokovala Escherichia coli,aud v a
navrata, jednom u toku navedenog zdravstvenog poreme}aja i jednom tokom re-
dovnih kontrola iz jajnika le{a uginule koko{i izolovana je SE (jato A). Uvidom u
dokumentaciju na{ih laboratorija za proteklu godinu ustanovili smo da su sa
farme A konzumna jaja dostavljena na bakteriolo{ku analizu tri puta (salmonele
nisu izolovane), a le{evi koko{i (dnevno uginu}e) dostavljeni su na analizu {est
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Materijal i metode rada / Materials and methodsputa za vreme eksploatacije ovoga jata. Zbirni uzorak fecesa dostavljen je jednom
i jedanput su dostavljeni brisevi iz objekata. U drugom jatu (jato B), u kome je bilo
2200 koko{i nosilja, u uzrastu od 76 nedelja, le{evi iz dnevnog uginu}a nisu do-
stavljani na analizu do dana kada smo obavili serolo{ke testove, a jaja su poslata
na bakteriolo{ku analizu jednom i salmonele nisu izolovane tom prilikom. Tre}e
jato, tako|e, negativno na salmonele, u kome je bilo 100 000 koko{i nosilja i u
uzrastu od 74 nedelje, tako|e je uklju~eno u serolo{ka ispitivanja (jato C). Iz jata
C konzumna jaja su dostavljena na analizu jedanput. Dnevna uginu}a su poslata
na bakteriolo{ku kontolu jedanput, kloakalni brisevi su tako|e dostavljeni jedan-
put zajedno sa zbirnim uzorkom fecesa i jednom su dostavljeni brisevi iz objekata
i sortirnice. Sva tri jata su dr`ana u batertijskom sistemu po pravilima savremene
proizvodnje i dala su dobre proizvodne rezultate. Kontrole na salmonelu su
naj~e{}esprovo|eneujatuA,potomujatuCinajslabijakontrolajebilaujatuB.
ELISA test
Serolo{ka konrola seruma ura|ena je ELISA tehnikom kompanije
Guildhay (Biomedica groupe), koji je visoko osetljiv na detekciju antitela na SE
(lako mogu da se doka`u niski nivoi antitela koji mogu da upu}uju na prisutnu
inkubaciju posle infekcije izazvane salmonelama).
Izvo|enje ELISA testa
Test se izovodi na mikrotitar plo~ama na kojima je vezan pre~i{}en
inaktivisan LPS antigen za SE. Nerazre|eni (pripremljeni za upotrebnu), pozitivan
i negativan kontrolni serum nanosi se u prva ~etiri bazen~i}a na plo~i, a potom se
u ostale bazen~i}e dodaju serumi koji se ispituju, razre|eni 1:500. Posle inkuba-
cije od 30 minuta na temperaturi od 37oC plo~e se ispiraju i dodaje se pripremljen
enzimskikonjugat(Namagarcudobijenantipile}iIgGuTrispuferukomejedodat
inert plavo i 0.1% natrijum azida). Posle toga sledi inkubacija i ispiranje plo~a na
koje se potom nanosi supstratni reagens koji sadr`i phenolphthalein monophos-
phate i enzimski kofaktor u diethanolamin puferu. Posle pola sata inkubacije u
bazen~i}e se dodaje rastvor za zaustavljanje reakcije (stop solution) i plo~e se
o~itavaju na spektrofotometru na talasnoj du`ini od 550 nm.
Posle izra~unavanja visine titra antitela (prema prilo`enoj formuli) re-
zultati se interpretiraju na navedeni na~in:
titar od 0 do 450 je negativan,
titar od 451 do 1500 je sumnjiv,
titar od 1501 i vi{i je pozitivan.
U ovom radu radi lak{e analize rezultata sumnjiv titar antitela smo
ozna~ili kao nizak, a pozitivan titar kao visok. Proizvo|a~ ovog kita smatra da su
sumnjivi (niski) titri oni koji za 7 do 14 dana mogu da pre|u u pozitivne (visoke).
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infekcije.
Serumi uzorkovani od koko{i, nosilja iz jata B, oznake 1, 2, 4, 7, 9 i 18
dali su titar antitela koji je nizak, odnosno ubraja se u kategoriju titrova koji su
sumnjivi (podozrivi). Teoretski je mogu}e da bi jedinke sa ovim titrom mogle za 7
do14danadabuduserolo{kipozitivne.Serumi3,5,6,10,11,14,15,17i19imaju
visoke vrednosti antitela na SE. U jatu C na|ena su dva seruma sa niskim titrom
antitela (serum broj 16 i 20) a visok titar antitela ustanovljen je u serumima broj 1,
4, 5, 8, 10, 13, 14 i 15.
Tabela 1. Titar antitela utvr|en ELISA tehnikom pojedina~nih seruma na SE u jatu A,BiC /
Table 1. Antibody titre determined by ELISA of individual sera to SE in flocks A, B and C
Jato A / Flock A Jato B / Flock B Jato C / Flock C
Redni
broj /
Number
Titar
antitela
Antibody
titre
Redni
broj /
Number
Titar
antitela
Antibody
titre
Redni
broj /
Number
Titar
antitela
Antibody
titre
Redni
broj /
Number
Titar
antitela
Antibody
titre
Redni
broj /
Number
Titar
antitela
Antibody
titre
Redni
broj /
Number
Titar
antitela
Antibody
titre
1. 0 11. 0 1. 805 11. 10069 1. 20097 11. 0
2. 0 12. 1196 2. 1025 12. 0 2. 0 12. 0
3. 0 13. 0 3. 15381 13. 0 3. 0 13. 27118
4. 571 14. 0 4. 555 14. 12416 4. 6713 14. 17522
5. 0 15. 0 5. 12416 15. 1835 5. 1992 15. 5121
6. 0 16. 0 6. 21627 16. 0 6. 0 16. 522
7. 0 17. 5901 7. 890 17. 2360 7. 0 17. 0
8. 638 18. 605 8. 0 18. 1264 8. 1887 18. 0
9. 0 19. 0 9. 1316 19. 3104 9. 0 19. 0
10. 0 20. 0 10. 1539 20. 0 10. 5704 20. 407
U tabeli 2 dat je zbirni prikaz dobijenih rezultata ispitivanja za sva tri
jata. Nizaktitarantitelautvr|enjekod20postoserumazajatoAikod10postose-
ruma za jatoBiC .Visok titar antitela je ustanovljen kod 5 posto seruma u jatu A i
kod 45 i 15 posto seruma u jatimaBiC .
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Rezultati / ResultsTabela 2. Zbirni rezultati ispitivanja na SE ELISA postupkom /
Table 2. Cumulative findings on SE determined by ELISA
Oznaka jata /
Flock
Broj uzoraka / %
Number of samples , %
Negativno /
Negative
Nizak titar /
Low titre
Visok titar /
High titre
A
No
%
15
75
4
20
1
5
B
No
%
5
25
6
10
9
45
C
No
%
10
50
2
10
8
15
Rezultati serolo{kih ispitivanja ukazali su na pozitivan nalaz na salmo-
nelu kod sva tri jata, a u jatima B i C ustanovljeni su i vrlo visoki titri antitela na SE.
Jato A je slabo pozitivno, ali ima nekoliko seruma koji se ubrajaju u kategoriju
sumnjivih. Interesantno je da je u jatu A obavljeno najvi{e bakteriolo{kih kontrola i
SE je izolovana u dva navrata iz le{eva uginulih koko{aka. Podaci iz obavljenih se-
rolo{kih ispitivanja za jato A ukazali su da je nalaz salmonele u ~ak dva navrata u
tom jatu slu~ajan i da ovo jato nije izlo`eno velikom riziku proizvodnje jaja kon-
taminisanih salmonelama. Suprotno, u jatima B i C, u kojima redovne kontrole
nisubilezastupljeneonolikokolikotonala`una{izakonskipropisi,stvorenajene-
realna slika o dobrom zdravstvenom stanju u pogledu Salmonella i tek posle se-
rolo{ke analize moglo je da se konstatuje da procenat koko{aka koji nije mali ima
~ak vrlo visoke titre na salmonelu (45 i 15%).
Gast i Holt Š4¹ ustanovili su da koko{i sa visokim titrom antitela na SE
prenose salmonele preko jaja zna~ajno vi{e od koko{i sa ni`im titrom antitela. Iz
na{ih rezultata proizilazi da u jatima B i C ima jedinki sa visokim titrom antitela {to,
teoretski gledano, zna~i da bi te jedinke kao i one u kohabitaciji mogle da izlu~uju
salmonele preko jaja tokom eksploatacije i time da predstavljaju hazard za zdrav-
lje ljudi. Me|utim, nije jednostavno da se utvrdi stvaran broj jaja koja bi mogla da
budu inficirana salmonelama u jednom jatu. Ebel i Schlosser Š2¹ bavili su se ovim
pitanjem u jednom istra`ivanju. Na osnovu analize koju su ovi istra`iva~i napravili
proizilazi da se na svakih 20 000 jaja u USA mo`e da na|e jedno jaje koje je infici-
rano salmonelama. U slu~aju pozitivnog serolo{kog nalaza bilo bi potrebno da se
~e{}e obavlja bakteriolo{ka kontrola jata, a to se preporu~uje i za ona jata koja su
izlo`ena velikom riziku infekcije izazvane salmonelama (mitarenje, na primer).
Ukoliko bismo `eleli da predvidimo mogu}i problem za jata koja smo
mi ispitali moglo bi da se ka`e da: pet jedinki u jatu B ima vrlo visok titar antitela (ti-
tar vi{i od 10000), {to zna~i da 25 posto nosilja mo`e aktivno da izlu~uje salmo-
nele preko jaja, a u jatu C bi to bio slu~aj sa 15 posto koko{i (tabela 1). Me|utim,
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Diskusija / Discussionovo je veoma provizorna analiza i lako mo`e da bude neta~na, pa bi slede}i korak
trebalo da bude u~estalija bakteriolo{ka kontrola jaja i utvr|ivanje prisustva
mogu}ih faktora rizika u toku proizvodnje (upotreba ribljeg bra{na u sme{ama,
pojava glodara, poreme}aji op{teg zdravstvenog stanja, mitarenje, uticaj stresa i
drugo).
U jatima (B i C), koja su serolo{ki ispitana u ovom radu, nije bilo pada
proizvodnje i pored toga {to su tiri antitela na SE bili visoki. U jatu A javio se pad
proizvodnje jaja koji je koincidirao sa mortalitetom prouzrokovanim kolisepsom
(uzro~nik E. coli). Posle tretmana antibioticima nastalo je pobolj{anje proizvodnih
rezultata. Timoney i sar Š8¹ ukazali su da ve{ta~ka infekcija izazvana sa 106 cfu SE
fagotip~etirikoko{inosilja,kojesudr`aneukaveznomsistemu,nijeprozrokovala
smanjenje nosivosti tokom trajanja eksperimenta i pored toga {to je registrovan
mortalitet i salmonele su izolovane u 10 posto pregledanih jaja (bilo da je u pitanju
belance ili `umance).
Iz ovih rezultata proizilazi da su salmonele u jatima koko{i nosilja pri-
sutne na na{im farmama i da su potrebna ~e{}a serolo{ka ispitivanja, najbolje na
bazi monitoringa kako bi se blagovremeno primenio program terapije ili u~estaliji
broj bakteriolo{kih pregleda (kloakalni brisevi, brisevi kaveza i opreme, jaja i
krmnih sme{a). Pitanje rasprostranjenosti ovog uzro~nika u `ivinarskoj industriji u
celom svetu je nerazja{njeno. Jedna od usvojenih i ~e{}e pominjanih teorija je da
se SE „odoma}ila” na farmama posle ukidanja vakcinacije protiv Salmonelle galli-
narum i Salmoinelle pullorum (Sg i SP) sa kojom SE deli 09 povr{inski antigen.
Neki istra`iva~i Š7, 1¹ smatraju da je SE zauzela „~vrsto” mesto u jatima `ivine
umesto SG i SP zahvaljuju}i pomenutim okolnostima.
Treba napomenuti da je potrebno da se poja~aju mere kontrole koje
se odnose na salmonelu u `ivinarstvu do nivoa koji je prihvatljiv za proizvo|a~a, a
da bi osigurali zdravstveno bezbedniju hranu. To bi moglo da se u~ini oboga}i-
vanjem do sada primenjivanih metoda detekcije SE od ~ega dajemo prednost
uvo|enju serolo{kog monitoringa ELISA metodom zbog njene ta~nosti, brzine i
osetljivosti, {to potvr|uju i rezultati ispitivanja prikazani u ovom radu.
Rad je iz projekta broj BTP . 5.05.4334 koji je finansirao Ministarstvo za nauku, tehnologiju i razvoj
Republike Srbije.
1. Baumler A. J., Hargis B. M., Tsolis R. M.: Tracing the origins of Salmonella
oubreaks. Science 287, 50-52, 2000. - 2. Ebel E., Schlosser Wayne: Estimating the annual
fraction of eggs contaminated with Salmonella enteritidis in the United States. Internationa
Journal of Food Microbiology 61, 51- 62, 2000. - 3. Gast R. K., Holt P . S.: Persistence of Sal-
324
Vet. glasnik 58 (3 - 4) 319 - 326 (2004) Maja Velhner i sar.: Utvr|ivanje titra specifi~nih
antitela na Salmonella enteritidis ELISA tehnikom u nekoliko odabranih jata koko{i...
Literatura / References
Zaklju~ak / Conclusionmonella enteritidis from one day of age until maturity in experimentally infected layer chick-
ens. Poultry Science 77, 1759-1762, 1998. - 4. Gast R. H., Holt P . S.: The relationship be-
tween the magnitude of the specific antibody response to experimental Salmonella enteriti-
dis infection in laying hens and their production of contaminated eggs. Avian Dis. 45, 425-
431, 2001. - 5. Humphrey T. J., Baskerville, Chart H., Rowe B., Whitehead A.: Salmonella
enteritidis PT4 infection in specific pathogen free hens: influence of infecting dose. The vet-
erinary Record, November 30, 482-485, 1991. - 6. Radkowski Mieczyyslaw: Ocurrence of
Salmonella spp. In consumption eggs in Poland. International Journal of Food Microbiol-
ogy 64, 189-191, 2001. - 7. Rabsch W., Tschape H., Baumler A. J.: Non-thyphoidal salmo-
nellosis: emerging problems. Microbes and Infection 3, 237-247, 2001. - 8. Timoney J. F.,
Shivaprasad H. L., Baker R. C., Rowe B.: Egg transmission after infection of hens with Sal-
monella enteritidis phage type 4. The Veterinary Record, December 9, 1989.
DETERMINATION OF SPECIFIC ANTIBODIES TITRE TO SALMONELLA
ENTERITIDIS BY ELISA TECHNIQUE IN SEVERAL SELECTED FLOCKS OF
LAYING HENS
Maja Velhner, D. Orli}, Dubravka Potkonjak, M. Kapetanov, S. Lazi}
In this paper, the antibody titre to Salmonella enteritidis (SE) was examined by
theELISAmethod intwo flocksoflayinghens,whereduringroutinebacteriologicalinvesti-
gations Salmonellae was never isolated, and in one flock where Colysepticemia was diag-
nosed and Salmonella isolated accidentally. In the flocks were Salmonellae were not iso-
lated, a titre with a high level of specific antibodies to SE was discovered (15 and 45%),
while the flock with accidental findings of SE was poorly positive (5%). These results point
to the necessity of introducing serological monitoring to SE, so that the infection of salmo-
nella may be discovered early and the prevalence in the flock determined, and also for the
purpose of applying adequate measures that could reduce the possibility of secretion of
SE through eggs.
Key words: laying hens, ELISA, specific antibodies titre, Salmonella enteritidis
USTANOVLENIE TITRA SPECIFI^ESKIH ANTITEL NA SALMONELLA
ENTERITIDIS ELISA TEHNIKOY V NESKOLÃKO OTOBRANNÀH STAY
KUR-NESU[EK
MaÔ Velhner, D. Orli~, Dubravka PotkonÔk, M. Kapetanov, S. Lazi~
V Ìtoy rabote dan pokaz utver`dënnìh stoimostey titrov antitel na
Salmonella enteritidis (SE) ELISA tehnikoy u dvuh stay, potreblennìh kur-nesu{ek u
kotorìh v te~enie rutinìh bakteriologi~eskih analizov ne izolirovanì SalÝmo-
nellì i v odnoy stae, gde salÝmonellì izolirovanì v obstoÔtelÝstvah rasstroy-
stva obçego sostoÔniÔ zdorovÝÔ. V staÔh v kotorìh SalÝmonellì ne izolirovanì
ustanovlenì vìsokie titrì specifi~eskih antitel na SE (45% i 15%), poka staÔ s
slu~aynìmi rezulÝtatami SE bìla slabo polo`itelÝnaÔ (5%). Õti rezulÝtatì
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ENGLISH
RUSSKIYukazìvaÓt na neobhodimostÝ vvedeniÔ serologi~eskogo monitoringa na SE kak bì
vovremÔ mogla otkrìtÝ infekciÔ salÝmonellami i ocenitÝ ras{irÒnnostÝ v stae,
slovno i ~tobì mogli svoevremenno provesti adekvatnìe meropriÔtiÔ, kotorìe
bì okazali sodeystvie umenÝ{eniÓ vozmo`nosti izlu~eniÔ SE ~erez Ôic.
KlÓ~evìe slova: kuricì-nesu{ki, ELISA, titr, specifi~eskih antitel,
Salmonella enteritidis
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